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Abstract of DE10015816 

The invention relates to a biosensor chip that is 
provided with a first electrode and a second 
electrode. The first electrode is provided with a 
holding area for holding probe molecules which 
can bind macromolecular biopolymers. The 
invention also relates to an integrated electric 
differentiating circuit by means of which an 
electric current can be detected and can be 
differentiated according to time; whisreby^said 
current is generated during a reduction/oxidation' 
recycling procedure. 
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Die folgenden Angaban sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnomnrten 
Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 
@ Biosensorchip 

@ Der Biosensorchip weist eine erste Elektrode und eine 
zweite Elektrode auf. Die erste Elektrode weist einen Hal- 
tebereich zum Halten von Sondenmolekulen auf, die ma- 
kromolekulare Biopolymere binden konnen. Weiterhin ist 
eine integrierte elektrische Differentiator-Schaltung vor- 
gesahen, mit der ein wahrend eines Reduktions-ZOxidati- 
ons-Recycling-Vorgangs erzeugter elektrischer Strom er- 
fasst und nach der Zeit differenziert warden kann. 
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Beschreibung 

[0001] Bin solcher Biosensorchip ist aus [1] bekannt. 

[0002] Fig. 2a und Fig. 2b zeigen einen solchen Biosensorchip, wie er in [1] beschrieben ist. Der Sensor 200 weist 
5 zwei Elektroden 201, 202 aus Gold auf, die in einer Isolalorschicht 203 aus Isolatonnaterial eingebettet sind. An die 
Elektroden 201 , 202 sind Elektroden- Ansch I iisse 204, 205 angeschlossen, an denen das an der Elektrode 201, 202 anlie- 
gende elektrische Potential zugefuhrt werden kann. Die Elektroden 201, 202 sind als Planarelektroden angeordnet, Auf 
jeder Elektrode 201, 202 sind DNA-Sondenmolekule 206 immobilisiert (vgl. Fig. 2a). Die Immobilisierung erfolgt ge- 
maB der Gold-Schwefel-Kopplung. Auf den Elektroden 201, 202 ist das zu untersuchende Analyt, beispielsweise ein 
10 Elektrolyt 207, aufgebracht. 

[0003] Sind in dem Elektrolyt 207 DNA-Strange 208 mit einer Sequenz enthalten, die zu der Sequenz der DNA-Son- 
denmolekule 206 komplementar ist, so hybridisieren diese DNA-Strange 208 mit den DNA-Sondenmolekulen 206 (vgl. 
Fig. 2b). 

[0004] Eine Hybridisierung eines DNA-Sondenmolekuls 206 und eines DNA-Strangs 208 findet nur dann stalt, wenn 
15 die Sequenzen des jeweiligen DNA-Sondenmolekuls 206 und des entsprechenden DNA-Strangs 208 zueinander kom- 
plementar sind. Ist dies nicht der Fall, so findet keine Hybridisierung statt. Somit ist ein DNA-Sondenmolekiii einer vor- 
gegebenen Sequenz jeweils nur in der Lage einen bestimmten, namlich den DNA-Strang mit jeweils komplementarer Se- 
quenz zu binden, d. h. mit ihm zu hybridisieren. 

[0005] Findet eine Hybridisierung statt, so verandert sich, wie aus Fig. 2b ersichtlich, der Wert der Impedanz zwischen 
20 den Elektroden 201 und 202. Diese veranderte Impedanz wird durch Anlegen einer Wechselspannung mit einer Ampli- 
tude von ungefahr 50 mV an die Elektroden-Anschlusse 204, 205 und dem dadurch resultierenden Strom mittels eines 
angeschlossenen Messgerats (nicht dargestellt) bestimmt. 

[0006] Im Falle einer Hybridisierung verringert sich der kapazitive Anteil der Impedanz zwischen den Elektroden 201, 
202. Dies ist darauf zuruckzufuhren, dass sowohl die DNA-Sondenmolekule 206 als auch die DNA-Strange 208, die 
25 eventuell mit den DNA-Sondenmolekulen 206 hybridisieren, nicht-leitend sind und soinit anschaulich die jeweilige 
Elektrode 201, 202 in gewissem MaBe elektrisch abschirmen. 

[0007] Zur Verbesserung der Messgenauigkeit ist es aus [4] bekannt, eine Vielzahl von Elektrodenpaaren 201, 202 zu 
verwenden und diese parallel zu schalten, wobei diese anschaulich miteinander verzahnt angeordnet sind, so dass sich 
eine sogenannte Interdigitalelektrode 300 ergibt. Die Abmessung der Elektroden und der Abstande zwischen den Elek- 
30 troden liegen in der GroBenordnung der Lange der zu detektierenden Molekiile, d. h. der DNA-Strange 208 oder darun- 
ter, beispielsweise im Bereich von 200 nm und daruntcr. 

[0008] Weiterhin sind Grundlagen iiber einen Reduktions-ZOxidations-Recycling- Vorgang zum Erfassen makromole- 
kularer Biopolymere aus [2] und [3] bekannt. Das Reduktions-/Oxidations-Recyc ling- Vorgang, im weiteren auch als Re- 
dox-Recycling- Vorgang bezeichnet, wird im weiteren anhand der Fig. 4a bis Fig. 4c naher erlautert. 
35 [0009] Fig, 4a zeigt einen Biosensorchip 400 mit einer ersten Elektrode 401 und einer zweiten ElekUrode 402, die auf 
einem Substrat403 als Isolatorschicht aufgebracht sind. 

[0010] Auf der ersten Elektrode 401 aus Gold ist ein Haltebereich, ausgestaltet als Halteschicht 404, aufgebracht. Der 
Haltebereich dient zum Immobilisieren von DNA-Sondenmolekulen 405 auf der ersten Elektrode 401. 
[0011] Auf der zweiten Elektrode ist kein solcher Haltebereich vorgesehen. 
40 [0012] SoUen mittels des Biosensors 400 DNA-Strange mit einer Sequenz, die komplementar ist zu der Sequenz der 
immobilisierten DNA-Sonden molekiile 405 erfasst werden, so wird der Sensor 400 mit einer zu untersuchenden Losung 
406, beispielsweise einem Elektrolyt, in Kontakt gebracht derart, dass in der zu untersuchenden Losung 406 eventuell 
enthaltene DNA-Surange mit der komplementSren Sequenz zu der Sequenz der DNA-Sondenmolekuie 405 hybridisieren 
kdnnen. 

45 [0013] Fig. 4b zeigt den Fall, dass in der zu untersuchenden Losung 406 die zu erfassenden DNA-Strange 407 enthal- 
ten sind und mit die DNA-Sondenmolekule 405 hybridisiert sind. 

[0014] Die DNA-Strange 407 in der zu untersuchenden Losung sind mit einem Enzym 408 markiert, mit dem es mog- 
lich ist, im weiteren beschriebene Molekiile in Teilmolekiile zu spalten. 

[0015] tiblicherweise ist eine erheblich groBere Anzahl von DNA-Sondenmolekulen 405 vorgesehen, als zu ermit- 
50 telnde DNA-Strange 407 in der zu untersuchenden Losung 406 enthalten sind. 

[0016] Nachdem die in der zu untersuchenden Losung 406 eventuell enthaltenen, mit dem Enzym 408 mit den immo- 
bilisierten DNA-Sondenmolekulen 407 hybridisiert sind, erfolgt eine Spiilung des Biosensorchips 400, wodurch die 
nicht hybridisierten DNA-Strange entfemt werden und der Biosensorchip 400 von der zu untersuchenden Losung 406 
gereinigt wird. 

55 [0017] Dieser zur Spiilung verwendeten Spiillosung oder einer in einer weiteren Phase eigens zugefulirten weiteren Lo- 
sung wird eine elektrisch ungeladene Substanz beigegeben, die Molekiile enthalt, die durch das Enzym an den hybridi- 
sierten DNA-Strangen 407 gespalten werden konnen in ein erstes Teilmolekul 410 mit einer negativen elektrischen La- 
dung und in ein zweites Teilmolekiil mit einer positiven elektrischen Ladung. 

[0018] Die negativ geladenen ersten Teilmolekiile 410 werden, wie in Fig. 4c gezeigt ist, zu der positiv geladenen An- 
60 ode gezogen, d. h. zu der ersten Elektrode 401, wie durch den Pfeil 411 in Fig. 4c angedeutet ist. 

[0019] Die negativ geladenen ersten Ibilmolekiile 410 werden an der ersten Elektrode 401, die als Anode ein positives 

elektrisches Potential aufweist, oxidiert und werden als oxidierte Teilmolekiile 413 an die negativ geladene Katode, d. h. 

die zweite Elektrode 402 gezogen, wo sie wieder reduziert werden. Die reduzierten Teilmolekiile 414 wiederum wandem 

zu der ersten Elektrode 401, d. h. zu der Anode. 
65 [0020] Auf diese Weise wird ein elekuischer Kreisstrom generiert, der proportional ist zu der Anzahl der jeweils durch 

die Enzyme 408 erzeugten Ladungstrager. 

[0021] Der elektrische Parameter, der bei dieser Methode ausgewertet wird, ist die Anderung des elektrischen Stroms 
dl/dt als Funktion der 2^it t, wie dies in dem Diagramm 800 in Fig. 8 schematisch dargestellt ist. 



2 



DE 100 15 816 A 1 

L0022j Fig. 8 zeigt die Funktion des elektrischen Stroms 1 801 abhangig von der Zeit 1 802. Der sich eigebende Kur- 

venverlauf 803 weist einen Offsetstrom lof&ei 804 auf, der unabh&igig ist vom zeitlichen Verlauf. 

[0023] Der Offsetstrom lofTsei 804 wird durch parasite Anteile aufgrund von NichtidealitSten des Biosensorchips 400 

erzeugt. 

[0024] Eine wesentliche Ursache fiir den Offsetstrom Igffsct 804 liegt darin, dass die Bedeckung der ersten Elektrode S 
401 mil DNA-SondcnmolckUlcn 405 nicht ideal, d. h. nicht vollstandig dicht crfolgt. 

[0025] Im Falle einer voUst&idig dichten Bedeckung der ersten Elektrode 401 mil DNA-SondenmolekUIen 405 eigSbe 
sich aufgrund der sogenannten DoppelschichtkapazitSt, die durch die immobilisierten DNA-SondenmolekUle 405 ent- 
steht, zwischen der ersten Elektrode 401 und dem elektrisch leitenden Elektrolyt 406 nur eine rein kapazitive elekuische 
Kopplung. to 
[0026] Die nicht vollstandigc Bedeckung fuhrt jcdoch zu parasitarcn Strompfaden zwischen der ersten Elektrode 401 
und der zu untersuchenden Ldsung 406, die unter anderem auch ohmsche Anteile aufweisen. 

[0027]' Um jedoch den Oxidations-Aleduktions-Prozess zu ermdglichen, darf die Bedeckung der ersten Elektrode 401 
mit dem DNA-Sonden-Molekiilen 405 nicht vollstandig sein, damit die elektrisch geladenen Ibilmolekule, d. h. die ne- 
galiv geladenen ersten Ibilmolekule zu der ersten Elektrode 401 iiberhaupt angezogen werden. is 
[0028] Um andererseits eine moglichst groBe SensitivitSt eines solchen Bio-Sensors zu erreichen, verbunden mit ge- 
ringen parasitSren Effekten, sollte die Bedeckung der ersten Elektrode 401 mit ONA-Sonden-Moiektilen 405 moglichst 
dicht sein. 

[0029] Um eine hohe Reproduzierfoarkeit der mit einem solchen Bio-Sensor 400 bestimmten Messwerte zu erreichen, 
musscn bcidc Eleku-odcn 401, 402 stcts cin hinrcichcnd groBcs Flachcnangcbot ftir den Oxidadons-ZRcduktions-Prozcss 20 
im Rahmcn des Rcdox-Recycling-Vorgangs bereitstellen. 

[0030] Fig. 5 zeigt die Skizze des Biosensorchips 400 gemaB dem Stand der Ibchnik und die messtechnische Bestim- 
mung des Parameters dl/dt. Zur einfacheren Erlauterung ist in Fig. 5 symbolisch eine erste Spannungsquelle 501, die ein 
erstes elektrisches Potential VI der ersten Elektrode 401 zur Verfiigung siellt, gezeigt, sowie eine zweite Spannungs- 
quelle 502, die ein zweites elektrisches Potential V2 der zweiten Elektrode 402 zur Verfiigung stellt. 25 
[0031] Femer ist symbolisch mittels zweier Pfeile 503, 504 der elektrische Kreisstrom, der sich gemaB dem Redox-Re- 
cycling- Vorgang, wie oben erlautert wurde, einstellt, dargestellt 

[0032] Der sich ergebende Messstrom I, dessen zeitlicher Verlauf gegeben ist gem^B folgender Vorschrift: 



I = loffsct + m • I. (1) 
mit 

dl 

m = — , 
dt 

wobei mit 



(2) 



wobei mit tmess gesamte Messzeit bezeichnet wird, wahrend der der Kreisstrom mittels des Biosensorchips 400 ermit- 
leh wird. 

[0038] Es muss also mittels des Biosensorchips 400 im Rahmcn cincs Stromsignals mit cincm groBcn absolutcn Wert, 
das heiBt dem Offsetstrom Toffsct ^in^ relativ dazu sehr kleine zeitabhangige Andemng mit hoher Genauigkeit gemessen 
werden. 
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- I der jeweils zu einem Zeitpunkt erfasste Wert des Messstroms bezeichnet wird, 

- loiTsec der Offsetstrom bezeichnet wird, 40 

- dl/dt die Differentiation des Kreisstroms nach der Zeit t bezeichnet wird, und 

- t die Zeit bezeichnet wird, 

liegt an einem extemen elektrischen Anschluss 505 des Biosensorchips 400, der tiber eine elektrische Leitung 506 mit 
der zweiten Elektrode 402 gekoppelt ist, an und kann von dem Biosensorchip 400 extern abgegriffen werden. 45 
[0033J Mit dem Biosensorchip 400 ist cin elektrisches Mcssgcrat 507 iiber cine elektrische Leitung 508 gekoppelt. Das 
Messgerat 507 ist uber eine weitere elektrische Leitung 509, beispielsweise einem elektrischen Kabel, mit einem eiek- 
tronischen Speicher 510 zur Speicherung der abgegriffenen Werte des Messstroms I zu verschiedenen 2^itpunkten an 
dem elektrischen Anschluss 505 des Biosensorchips 400, gekoppelt. 

[0034] Mit dem Speicher 510 ist weilerhin eine Auswerteeinheil 511 iiber eine elekuHsche Leitung 512 gekoppelt. In 50 
der Auswerteeinheil 511 werden die zu verschiedenen Zcitpunktcn erfasstcn elektrischen Mcssstromc I, die in dem Spei- 
cher 510 gespeichert wurden, ausgelesen und es wird die Steigung m des Kurvenverlaufs 503 des erfassten Messsrroms I 
iiber die Zeit t ermittelt. In der Auswerteeinheil 511 wird anschaulich eine numerische Differentiation des erfassten 
Kreisstroms durchgefuhrt. 

[0035] Der sich nunmehr eigebende Wert m wird an einem Ausgang 513 der Auswerteeinheil 511 zur Verfiigung ge- 55 
stellt. 

[0036] Aufgrund des Parameters m kann nunmehr mittels bekannter Verfahren auf die Anzahl der mit dem Enzym 408 
markierten, hybridisierten DNA-Strange auf der ersten Elektrode 401 geschlossen werden. 

[0037] In diesem Zusammenhang ist anzumerken, dass Ciblicherweise der Ofifsetstrom loftsei sehr viel groBer ist als die 
Anderung des Kreisstroms uber die Zeit, das heiBl, dass gilt: 60 

^offset > "1 • Wness* (3) 
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[0039] Damit ergeben sich hohe Anforderungen an das einzusetzende Messgerat 507. 

[0040] Femer besteht ein grundsatzlichen Problem darin, dass das Verfahren aufgrund der oben dai^gestellten Relation 
sehr empfindlich ist gegen Signalrauschen. 
[0041] Eine Stoning der Grofienordnung 

^ • ^mess {4 ) 

lof f set 

die wie oben ausgefuhrt, sehr klein sein kann, kann schon zum Verlust der Information, das heiBt zu einer fehlerhaften 
10 Auswertung und somit zu einem fehlerhaften Messergebnis fiihren. 

[0042] Somit liegt der Erfindung das Problem zugrunde, cinen Bioscnsorchip anzugeben, mit der die Steigung des zeit- 
lichen Verlaufs des Kreisstroms im Rahmen des Redox-Recycling-Vbrgangs mit erhohter Zuverlassigkeit erfasst werden 
kann. 

[0043] Das Problem wird durch den Biosensorchip mit den Merkmalen gemaB dem unabhangigen Paten tanspruch ge- 
15 lost. 

[0044] Ein Biosensorchip weist eine erste Elektrode und eine zweite Elektrode auf. Die erste Elektrode weist einen 
Haltebereich zum Halten von Sondenmolekiilen auf, die makromolekulare Biopolymere binden konnen. Die erste Elek- 
trode und die zweite Elektrode sind derart ausgestaltet, dass an ihnen ein Reduktions-ZOxidations-Recycling- Vorgang er- 
folgen kann. Femer ist in dem Biosensorchip eine integrierte elektrische Differentiator-Schaltung integriert, mit der ein 
20 wahrend des Reduktions-ZOxidations-Recycling-Vorgangs erzeugter elektrischer Strom erfasst und nach der Zeit diffe- 
renziert werden kann. 

[0045] Unter makromolekularen Biopolymeren sind beispielsweise Proteine oder Peptide oder auch DNA-Su-ange ei- 
ner jeweils vorgegebenen Sequenz zu verstehen. 

[0046] Unabhangig davon, welche Art von makromolekularem Biopolymer in der zu untersuchenden I^sung erfasst 
25 werden soil kann das makromolekularem Biopolymer im voraus mit dem Enzym markiert werden. 

[0047] Sollen als makromolekulare Biopolymere Proteine oder Peptide erfasst werden, so sind die immobilisierten 
Molekule Liganden, beispielsweise Wirkstoffe mit einer moglichen Bindungsakti vital, die die zu erfassenden Proteine 
Oder Peptide an die jeweilige Elektrode binden, auf der die entsprechenden Liganden angeordnet sind, 
[0048] Als Liganden koramen Enzymagonisten oder Enzymantagonisten, Pharmazeutika, Zucker oder Antikorper 
30 Oder irgendein Molekiil in Betracht, das die Fahigkeit bcsitzt, Proteine oder Peptide spezifisch zu binden. 

[0049] Werden als makromolekulare Biopolymere DNA-Strange einer vorgegebenen Sequenz verwendet, die mittels 
des Biosensors erfasst werden sollen, so konnen mittels des Biosensors DNA-Strange einer vorgegebenen Sequenz mit 
DNA-Sondenmolekulen mit der zu der Sequenz der immobilisierten DNA-Strange komplementaren Sequenz als Mole- 
kule auf der ersten Elektrode hybridisiert werden. 
35 [0050] Im Rahmen dieser Beschreibung ist unter einem Sondenmolekul sowohl ein Ligand als auch ein DNA-Sonden- 
molekiil zu verstehen. 

[0051] Der Haltebereich kann zum Halten von Sondenmolekiilen ausgestaltet sein, mit denen Peptide oder Proteine ge- 
bunden werden konnen. 

[0052] Altemativ kann der Haltebereich zum Halten von DNA-Sondenmolekulen ausgestaltet sein, mit denen DNA- 
40 Molekule gebunden werden konnen. 

[0053] Der Haltebereich kann zumindest eines der folgenden Materiahen aufweisen: 

Hydroxylreste, Epoxidreste, Aminreste, Acetoxyreste, Isocyanatreste, Succinimidylesterreste, Thiolreste, Gold, Silber, 
Platin, Titan. 

[0054] Der Biosensorchip kann mit einer dritten Elektrode versehen sein, wobei die zweite und die dritte Elektrode in 
45 diesem Fall derart ausgestaltet sind, dass der Reduktions-ZOxidations-Prozess im Rahmen des Reduktions-ZOxidations- 
RecycUng- Vorgangs an der zweiten Elektrode und an der dritten Elektrode erfolgt. 

[0055] In diesem Zusammenhang kann die erste Elektrode ein erstes elektrisches Potential, die zweite Elektrode ein 
zweites elektrisches Potential und die dritte Elektrode ein drittes elekuisches Potential aufweisen. Das dritte elekuische 
Potential wild derart gewahlt, dass wahrend des Reduktions-ZOxidations-Recycling-\brgangs die Reduktion oder Oxi- 

50 dation nur an der zweiten Elektrode und an der dritten Elektrode erfolgt. 

[0056] Dies kann beispielsweise dadurch gewahrleistet werden, dass das dritte elektrische Potential groBer ist als das 
erste elektrische Potential und das erste elektrische Potential groBer ist als das zweite elektrische Potential. 
[0057] GemaB einer Weiterbildung der Erfindung konnen die Elektroden in einer Interdigitalelektrodenanordnung an- 
geordnet sein, wobei die dritte Elektrode jeweils zwischen der ersten und der zweiten Elektrode angeordnet ist. 

55 [0058] Femer konnen die erste Elektrode und die zweite ElekUrode undZoder die dritte Elektrode derart relativ zueinan- 
der angeordnet sein, dass sich zwischen der ersten Elektrode und der zweiten Elektrode undZoder der dritten ElekUrode im 
wesentlichen ungekriimmte Feldlinien eines zwischen der ersten Elektrode und der zweiten Elektrode undZoder der drit- 
ten Elektrode erzeugten elektrischen Feldes ausbilden konnen. 

[0059] GemaB einer weiteren Ausgestaltung der Erfindung ist die Differentiator-Schaltung mit der zweiten Elektrode 
60 elektrisch gekoppelt. Die Differentiator-Schaltung kann uber einen Strom- Spannungswandler mil der zweiten Elektrode 
gekoppelt sein. 

[0060] Femer kann auf dem Biosensorchip eine Referenzschaltung integriert sein, die den gleichen Aufbau aufweist 
wie die Differentiator-Schaltung, eventuell mit dem Strom-Spannungswandler. Mit der Referenzschaltung ist ein elektri- 
sches Referenzsignal erzeugbar. 
65 [0061] Mit der Referenzschaltung konnen Schwankungen der die Funkdonalitat und Dimensionierung der Differentia- 
tor-Schaltung bestimmenden Einheiten, insbesondere der elektrischen Widerstande und der Kapazitat, die fur verschie- 
dene Chips und Wafer erheblich sein konnen, eine automatische Kalibrierung vorgenommen werden. Auf diese Weise 
wird die Qualitat des erreichten Messergebnisses weiter erhdht. 
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[0062] Zum Herausfiltern des Rauschsignals kann ein Tiefpassfilter in der Referenzschaltung vorgesehen sein, wobei 
die Grenzfrequenz des Hefpassfi Iters derail eingerichtet ist, dass zwar das hochfrequente Rauschsignal herausgefiUert 
wird, aber dennoch die entsprechende zeitliche Anderung des erfassten Kreisstroms im Rahmen der Differendator- 
Schaltung mil berticksichtigt werden kann. 

[0063] Durch die Frequenzbandbegrenzung in der Referenzschallung mittels des Hefpasses wiid eine weitere Steige- s 
rung der Robusthcit des crmittcltcn Mcsscrgcbnisscs crrcicht. 

[0064] Der Biosensorchip kann femer eine Vieizahl erster Elektioden und eine VieLzahl zweiter Elektroden aufweisen, 
wobei die ersten und zweiten Elektroden als ein Elektroden- Array innerhalb des Biosensorchips angeordnet sind. 
[0065] Weiterhin kann eine Vieizahl dritter Elektroden vorgesehen sein, und als Elektroden-Array angeordnet sein, 
wobei die zweiten Elektroden und die dritten Elektroden derart ausgestaltet und angeordnet sind, dass das Redukdons- 10 
/Oxidations-ltezcss im Rahmen cincs Rcduktions-/Oxidations-Rccycling->fergangs an den zweiten Elektroden und an 
den dritten Elektroden erfolgt. 

[0066] Anschaulich kann die Erfindung darin gesdien werden, dass die Differentiation des ermittelten Kreisstroms 
nicht mehr auBerhalb des Chips erfassl wird, sondem dass eine On^Chip-Erfassung des sich eigebenden Kreisstroms 
bzw. dessen zeitlichen Verlaufs nunrnehr erfasst werden kann mil groBerer Robustheit veiglichen rnit dem Biosensorchip I5 
gem^B dem Stand der Technik. 

[0067] Hybridisieren viele mit dem Enzym markierten DNA-Strange mit den immobilisierten DNA-SondenmolekCilen 
in einem kleinen Bereich, so sind entsprechend viele dieser Enzyme an diesem Bereich konzentriert und die Ansuegsrate 
des erzeugten Kreisstroms ist hoher als in einem anderen Bereich, wo weniger mit dem Enzym markierte DNA-Strange 
hybridisicrt sind. Durch Vcrgleichen der Ansticgsratcn zwischcn vcrschicdcnen Bcrcichcn des Biosensors kann crmlttclt 20 
werden, nicht nur ob DNA-Strangc in der zu untcrsuchcndcn Ix5sung mil den DNA-Sondcnmolekiilcn cincr voigcgcbc- 
nen Sequenz hybridisieren, sondem auch wie gut, d. h. mit welcher Effizienz, die Hybridisierung gegentiber anderen 
DNA-SondenmolekUlen erfolgt. 

[0068] Mit anderen Worien ausgedruckt bedeutet dies, dass ein solcher Biosensorchip qualitadve als auch quantitative 
Informationen liber den DNA-Inhalt einer zu untersuchenden Losung lieferl. 25 
[0069] Ausfiihrungsbeispiele der Erfindung sind in den Figuren dargestellt und werden im Weiteren naher erlautert. 
[0070] Es zeigen 

[0071] Fig. 1 eine Skizze eines Biosensorchips gemaB einem AusfUhrungsbeispiel der Erfindung; 
[0072] Fig, 2a und 2b eine Skizze zweier Planarelektroden, mittels derer die Existenz zu erfassender DNA-Strange in 
cincr zu untersuchenden Losung (Fig. 2a) bzw. dcren Nicht-Existenz (Fig. 2b) nachgcwicsen werden konncn; 30 
[0073] Fig. 3 Interdigitalclcktroden gemaB dem Stand der Technik. 

[0074] Fig. 4a bis 4c Skizzen eines Biosensorchips gem^ dem Stand der Technik, anhand derer einzelne Zustande im 
Rahmen des Redox-Recycling-Vorgangs erlautert werden; 

[0075] Fig, 5 eine Skizze, in der die Auswertung des Messstroms gemaB dem Stand der Technik dargestellt ist; 

[0076] Fig. 6a und 6b eine Skizze der Referenzschallung ( Fig. 6a) mil Bandbegrenzung und eines Bode-Diagraimns, 35 

das die Bandbegrenzung zcigt gemaB einem AusfUhrungsbeispiel der Erfindung (Fig, 6b); und 

[0077] Fig, 7 eine Skizze des Biosensorchips gemaB einem weiteren AusfUhrungsbeispiel der Erfindung mit einer in- 
tegrierten Referenzschaltung. 

[0078] Fig. 8 ein Funktionsverlauf eines Kreisstroms gemaB dem Stand der Ifechnik im Rahmen eines Redox-Recyc- 
ling-Vorgangs; 40 
[0079] Fig. 9 eincn Biosensor gemaB einem Ausfiihrungsbcispicl der Erfindung; 

[0080] Fig. 10 einen Querschnitt eines Biosensors mit zwei Elektroden, die als Interdigitalelektrodenanordnung ange- 
ordnet sind; 

[0081] Fig, 1 la bis lid Querschnittsansichten einer Interdigitalelektrode in vier Verfahrenszustanden in einem Herstel- 

lungsverfahren eines Biosensors geiiiiiB einem AusfUhrungsbeispiel der Erfindung; 45 

[0082J Fig, 12a bis 12c Querschnittsansichten cincs Biosensors wahrcnd cinzclncr Vcrfahrensschrittc des Hcrstcl- 

lungsverfahrens einer Elektrode des BiOvSensors gemaB einem weiteren AusfUhrungsbeispiel der Erfindung; 

[0083] Fig. 13a bis 13c Querschnittsansichten eines Biosensors wahrend einzelner Verfahrensschritte des Herstel- 

lungsverfahrens einer Elektrode des Biosensors gemaB einem weiteren AusfUhrungsbeispiel der Erfindung; 

[0084] Fig. 14a bis 14c jeweils einen Querschnitt eines Biosensors zu verschiedenen 2^itpunkten wahrend des Herstel- 50 

lungsvcrfahrcns gemaB einem weiteren AusfUhrungsbeispiel der Erfindung; 

[0085] Fig, 15 eine Draufsicht eines Biosensor- Arrays gemaB einem AusfUhrungsbeispiel der Erfindung mit zylinder- 
formigen Elektroden; 

[0086] Fig, 16 eine Draufsicht eines Biosensor- Arrays gemaB einem AusfUhrungsbeispiel der Erfindung mit quader- 
fonnigen Elektroden; 55 
[0087J Fig. 17 cine Qucrschnittsansicht eines Biosensors gemaB einem weiteren AusfUhrungsbeispiel der Erfindung; 
[0088] Fig. 18 eine Querschnitt^sansicht eines Biosensors gemaB einem weiteren AusfUhrungsbeispiel der Erfindung; 
und 

[0089] Fig. 19a bis 19g Querschnittsansichten eines Biosensors wahrend einzelner Verfahrensschritte eines Herstel- 
lungsverfahrens gemaB einem weiteren AusfUhrungsbeispiel der Erfindung; 60 
[0090] Fig. 1 zeigl eine Planarelektrodenanordnung auf einem Biosensorchip 100 mit einer ersten Elektrode 101 und 
einer zweiten Elektrode 102, wobei auf der Oberflache 103 der ersten Elektrode 101, wie aus [1] bekannt, ein Haltebe- 
reich zum Halten von DNA-Sondenmolekulen vorgesehen ist. 

[0091] Die erste Elektrode 101 und die zweite Elektrode 102 sind aus Gold hergestellt. 

[0092] Der ersten Elektrode 101 wird ein erstes eleklrisches Potendal V 1 mittels einer ersten Spannungsquelle 104 zu- 65 
gcordnct. 

[0093] Der zweiten Elektrode 102 wird ein zweites eleklrisches Potential V2 mittels einer zweiten Spannungsquelle 
105 zugeordnet. 
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[0094] Das erste elektrische Potential VI und das zweite elektrische Potential V2 werden derail gewahlt, dass sich ge- 
maB dem Verfahren, welches im Zusammenhang mil dem Stand der Technik erlautert wurde, ein Reduktions-ZOxidati- 
ons-Vorgang einstellt, wenn die Elektroden 101, 102 zuerst mil einer zu untersuchenden Losung (nicht daigestellt), an- 
schlieBend mit einer Spull6sung, und schlieBlich mit einer Losung mit einer Substanz in Kontakt gebracht wird, die Mo- 
5 lekule aufweist, die mittels eines Enzyms, das die hybridisierten DNA-Strange markiert, die auf der ersten Elektrode 101 
immobilisiert sind, gespaltet werden. 

[0095] Ais Enzym konnen gemafi diesem Ausfuhrungsbeispiel beispielsweise 

- a-Galactosidase, 
10 - b'Galactosidase, 

- b-Glucosidase, 

- a-Mannosidase, 

- Alkaline Phosphatase, 

- Acidic Phosphatase, 

15 - Oligosaccharide Dehydrogenase, 

- Glucose Dehydrogenase, 

- Laccase, 

- Tyrosinase, 

- odw artverwandte Enzyme 

20 

verwendet werden. 

[0096] Es ist anzumerken, dass niedermolekulare Enzyme die hochste Umsatzeffizienz und daher auch die hochste 
Empfindlichkeit gewahrleisten konnen. 

[0097] In der weiteren Ixisung sind somit Molekiile enthalten, die durch das Enzym gespalten werden konnen in ein er- 
25 stes Teilmolekul mit negativer elektrischer Ladung und in ein zweites Teilmolekiil mit positiver elektrischer Ladung. 
[0098] Als das spaltbare Molekiil konnen vor allem beispielsweise 

- p-Aminophenyl-hexopyranoside, 

- p-Aminophenyl-phosphate, 

30 — p-Nitrophenyl-hex.opyranoside, 

- p-Nitrophenyl-phosphate, oder 

- geeignete Derivate von 

a) Diaminen, 

b) Catecholaminen, 

35 c) Fe(CN)r, 

d) Ferrocen, 

e) Dicarboxylsaure, 

f) Ferrocenlysin, 

g) Osmiumbipyridyl-NH, oder 
40 h) PEG-Fen:ocen^ 

verwendet werden. 

[0099] Der sich ergebende Kreisstrom, symbolisiert durch Richtungspfeile 106, 107 wird erfasst und mittels eines 
Strom- Spannungswandlers 108, der mit der zweiten Elektrode gekoppelt ist, in eine erste Ausgangsspannung Voirri ge- 
45 wandelt. 

[0100] Der Strom-Spannungswandler 108 weist einen ersten Operationsverstarker 109 auf, dessen nicht-invertierender 
Eingang 110 mit der zweiten Spannungsquelle 105 gekoppelt ist und dessen invertierender Eingang 111 mit der zweiten 
Elektrode 102 gekoppelt ist. 

[0101] Der Ausgang 112 des ersten Operationsverstarkers 109 ist uber einen ersten elektrischen Widerstand Rl 113 an 
50 den invertierenden Eingang 111 des ersten Operationsverstarkers 109 riickgekoppelt. 

[0102] Weiterhin ist der Ausgang 112 des ersten Operationsverstarkers 109 mit einer ebenfalls in dem Biosensorchip 
100 integrierten Differentiator- Schaltung 114 gekoppelt. 

[0103] Die Differentiator-Schaltung 114 weist einen Kondensator C 115, einen zweiten Operationsverstarker 116, so- 
wie einen zweiten elektrischen Widerstand R2 117 auf. 
55 [0104] Der Ausgang des ersten Operationsverstarkers 112 ist mit einem ersten Anschluss 118 des Kondensators C 115 
gekoppelt. 

[0105] Ein zweiter Anschluss 119 des Kondensators C 115 ist mit dem invertierenden Eingang 120 des zweiten Ope- 
rationsverstarkers 116 gekoppelt. 

[0106] Der nicht-invertierende Eingang 121 des zweiten Operationsverstarkers 116 ist mit dem Massepotential gekop- 
60 pelt. 

[0107] Der Ausgang 122 des zweiten Operationsverstarkers 116 ist uber den zweiten elektrischen Widerstand R2 117 
mit dem invertierenden Eingang 120 des zweiten Operationsverstarkers 116 gekoppelt. 

[0108] Weiterhin ist der Ausgang 122 des zweiten Operationsverstarkers 116 mit einem extemen elektrischen An- 
schluss 123 gekoppelt, an dem eine zweite Ausgangsspannung Voura von dem Biosensorchip 100 zur Verftigung gestellt 
65 wird. 

[0109] Durch diese On-Chip-L6sung werden die Einfliisse von Rauschsignalen gering gehalten, was insbesondere auf- 
grund der Bestimmung der Steigung m 
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aus dein von der zweiten Elektrode 102 erfassten Sensorsignal Isensor ™il 5 

Isensor = Wset + HI • t (5) 

in unmittelbarer onlicher Nahe der zweiten Elektrode 102 erfolgt. 

[0110] Am Ausgang 112 des ersten Operationsverstarkers 109 liegl die ersle Ausgangsspannung Vquti an, die sich ge- lo 
maB folgcndcr Vorschrift eigibt: 

Vquti = Ooffsct + m • t) Rl + V2 (6) 

Femer wird durch den Strom-Spannungswandler 108 in der vorLiegenden Verschaltung gewahrleislet, dass das zweite is 
elektrische Potential V2 an der zweiten Elektrode 102 anliegt. 

[0111] Die nachgeschaltete Differentiator-Schaltung 114 bewirkt, dass aufgrund der ersten Ausgangsspannung Vouri 
ein Ausgangssignal, das helBt die zweite Ausgangsspannung Voim. gebildet wird, die zu der ermittelnden Steigung m 
proportional ist gemaB folgender Vorschrift: 



VouT2=ni C Rl Rl. (7) 



In:f=inref t. (8) 



20 



[0112] Zur Ermittlung der Steigung m ist es somit erforderiich, das die Werte der KapazitSt C 115, des ersten elektri- 
schen Widerslands Rl 113 und des zweiten elektrischen Widerstands R2 117 bekannt sind. 

[0113] Die GroBen der Widerslande Rl 113, R2 U7 und der Kapazilal C 115 konnen gemaB dem ersten Ausfuhrungs- 25 
beispiel unmittelbar auf dem Hiosensorchip 100 gemessen werden. 

[0114] Auf diese Weise kann die Kalibrierung des Biosensorchips 100 und basierend darauf, die Messwerterfassung 
erfolgen. 

[0115] GemaB einer Ausgestaltung der Erfindung ist vor die Differentiator-Schaltung 114 eine Frequenzbandbegren- 
zung vorgcschaltct, beispielswcisc rcalisiert mittels cincs Ticf passes. 30 
[0116] Um jcdoch moglichcn Schwankungcn der GroBcn bci fur verschicdenc Biosensorchips und untcrschicdlichc 
Wafer aufgrund sich verandemder Herstellungsbedingungen entgegenwirken zu konnen, ist es gemaB einem zweiten 
Ausfuhrungsbeispiel vorgesehen, eine Referenzschaltung 600 (vgl. Fig. 6a) vorzusehen. 

[0117] Die Referenzschaltung 600 weist den gleichen Aufbau auf wie die Differentiator-Schaltung 114, das heiSt einen 
Kondensator C 601, einen Operationsverstarker 602, sowie einen elektrischen Widerstand R 603. 35 
[0118] Ein crstcr Anschluss 604 des Kondcnsators ist mit dem inverticrcndcn Eingang 605 des Operationsverstarkers 
602 gekoppelL 

[0119] Der nicht-invertierende Eingang 606 des Operationsverstarkers 602 ist mit dem Massepotential gekoppelt. 
[0120] Der Ausgang 607 des Operationsverstarkers 606 ist uber den elektrischen Widerstand 603 mit dem invertieren- 
den Eingang 605 des Operationsverstarkers 602 riickgekoppell. 40 
[0121] ZusatzUch weist die Referenzschaltung 600 optional, d. h. wcnn der Differentiator-Schaltung 114 ein Ticfpass- 
filter vorgeschaltet ist, ein Tiefpass filter 608 auf zum Herausfiltem hochfrequenter Signale, insbesondere der Rauschsi- 
gnaie. 

[0122] Der Tiefpassfilter 608 ist mit seinem ersten Anschluss 609 mit dem Eingang 610 der Referenzschaltung 600 ge- 
koppelt und mit seinem zweiten Anschluss 611 mit dem zweiten Anschluss 612 des Kondensators C 601. 45 
10123] Der Ausgang 607 des Operationsverstarkers 602 ist mit dem Ausgang 613 der Referenzschaltung 600 gekop- 
pelt. 

[0124] Fig. 6b zeigt ein Bode-Diagramm 620 der mittels des Tiefpasses 608 erreichten Tiefpass filterung eines Ein- 
gangssignals Vjn zum Ermitteln eines Ausgangssignal Vqut abhangig von einer Grenzfrequenz fc des Tiefpass filters 
608. 50 
[0125] Der Vcrlauf der Ausgangsspannung Vqut abhangig von einer Frcquenz f ist als Kurvenvcrlauf 621 schematisch 
in das Bode-Diagramm 620 eingezeichnet. 

[0126] Fig, 7 zeigt den Biosensorchip 700 gemaB einer altemativen Ausfuhrungsform mit der Referenzschaltung 600. 
[0127] Wie in Fig. 7 dargestellt ist, ist die Referenzschaltung 600 in unmittelbarer ortlicher Nahe, das heiBt in einer 
Entfernung von ungefahr einigen Mikrometem auf dem Biosensorchip 700 zu der Elektrodenanordnung und insbeson- 55 
derc zu der Differentiator-Schaltung 114 und dem Strom-Spannungswandler 108 angeordnct. 

[0128] Mit dem Eingang 610 der Referenzschaltung 600 ist eine Sfromquelle 701 gekoppelt, mit der ein Referenzstrom 
Iref 702 der Referenzschaltung 600 zugeflihrt wird. 

[0129] Der Referenzstrom I^f 702 ergibt sich gemaB folgender Vorschrift: 



60 



[0130] Wie im weiteren erlautert wird, ist es aufgrund dieser altemativen Ausfuhrungsform nicht mehr erforderiich, 
die Werte der Differentiator-Schaltung 114, das heiBt des Kondensators 115 und des zweiten elektrischen Widerstands 
R2 117 sowie den Wert des ersten elektrischen Widerstands Rl 113 des Strom-Spannungswandlers 108 zu messen, 65 
[0131J Es ist darauf hinzuweiscn, dass die Referenzschaltung 600 und die Differentiator-Schaltung 114 grundsatzlich 
identische Layouts aufweisen. 

[0132] Am Ausgang 613 der Referenzschaltung 600 ergibt sich somit eine Referenz-Ausgangsspannung Vout2, ge- 
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maB folgender Vorschrift: 
VouT2^f=inrcf*C-Rl -Ra. (9) 

[0133] Der Ausgang des Biochip-Sensors aus Fig, 1 123 ist init einein ersten Anschluss 703 einer Auswerteeinheit 704 
eekoppelt. 

[0134] Femer ist der Ausgang 613 der Referenzschaltung 600 mit einem zweiten Eingang 705 der Auswerteeinheit 704 
gekoppelt. 

[0135] In der Auswerteeinheit 704 wird die Steigung m gemafi folgender Vorschrift ermittelt: 

= m^ef ' ""^^^^ > (10) 

VoUT2' 

[0136] Die zu ermittelnde Steigung in wird als Ausgangssignal der Auswerteeinheit 704 an dessen Ausgang 706 zur 
15 Verfugung gestelll. 

[0137] Aus der Steigung m kann nunmehr auf bekannte Weise die Anzahl der hybridisierten, mit dem Enzym markier- 
ten DNA-Strange, die mit den DNA-Sondenmolekulen auf der ersten Elektrode 101 hybridisiert sind, ermittelt werden. 
[0138] Das Messinstrument zum Ermitteln des Ausgangssignals der Auswerteeinheit 704, die als Ausgangsspannung 
an dem Ausgang 706 der Auswerteeinheit 704 anliegt, kann nunmehr mittels eines einfachen Voltmeters aufgezeichnet 
20 werden. 

[0139] Es ist darauf hinzuweisen, dass alternativ die Auswerteeinheit 704 ebenfalls in dem Biosensorchip 700 inte- 
griert sein kann. 

[0140] Weiterhin ist darauf hinzuweisen, dass die Erfindung nicht auf einen Biosensorchip zum Erfassen von DNA- 
Moiekulen beschrankt ist, sondem es konnen durch entsprechende Anderung der ersten Elektrode 101, das heiBt durch 
25 Immobilisieren von Liganden an der ersten Elektrode 101 auch andere makromolekulare Biopolyniere erfasst werden, 
die mit dem Enzym markiert sind, wodurch ebenfalls ein Reduktions-ZOxidations-Recycling-Vbrgang erzielt werden 
kann, wie oben erlautert wurde. 

[0141] Weiterhin ist darauf hinzuweisen, dass die Erfindung nicht auf eine Planarelektrodenanordnung beschrankt ist. 
[0142] Die Elektroden konnen in Form einer Interdigitalelektrodenanordnung, wie sie in [4] beschrieben ist, angeord- 
30 net sein. 

[0143] Femer konnen alternative Elektrodenkonfigurationen, wie sie im weiteren erlautert werden, auf dem Biosens- 
orchip 100, 700, angeordnet sein. 

[0144] Fig. 9 zeigt einen Biosensorchip 900 mit einer weiteren Elektrodenkonfiguration. 

[0145] Der Biosensorchip 900 weist eine erste Elektrode 901 und eine zweite Elektrode 902 auf, die auf einer Isolator- 
35 schicht 903 derart angeordnet sind, dass die erste Elektrode 901 und die zweite Elektrode 902 voneinander elektrisch iso- 
liert sind. 

[0146] Die erste Elektrode 901 ist mit einem ersten elektrischen Anschluss 904 gekoppelt, und die zweite Elektrode 
902 ist mit einem zweiten elektrischen Anschluss 905 gekoppelt. 

[0147] Die Elektroden 901, 902 weisen eine quaderformige Struktur auf, wobei sich eine erste Elektrodenflache 906 
40 der ersten Eleku-ode 901 und eine erste Elektrodenflache 907 der zweiten Elektrode 902 iin wesentlichen parallel zuein- 
ander ausgerichtet gegeniiberstehen. 

[0148] Dies wird dadurch erreicht, dass gemaB diesem Ausfuhrungsbeispiel die Elektroden 901, 902 im wesentlichen 
bezuglich der Oberflache 108 der Isolatorschicht 903 senkrechte Seitenwande 906, 907 aufweisen, welche die erste Elek- 
trodenflache 906 der ersten Elektrode 901 bzw. die erste Eleku-odenflache 907 der zweiten Elektrode 902 bilden. 

45 [0149] Wird ein elektrisches Feld zwischen der ersten Elektrode 901 und der zweiten Elektrode 902 angelegt, so wird 
durch die sich im wesentlichen parallel zueinander ausgerichteten Elektrodenflachen 906, 907 ein Feldlinienverlauf mit 
Feldlinien 909 erzeugt, die zwischen den Oberflachen 906, 907 im wesentlichen ungekriimmt sind. 
[0150] Gekriimmte Feldlinien 910 ergeben sich lediglich zwischen einer zweiten Elektrodenflache 911 der ersten Elek- 
trode 901 und einer zweiten Elektrodenflache 912 der zweiten Elektrode 902, die jeweils fur die Elektroden 901, 902 die 

50 oberen Oberflachen bilden, sowie in einem Randbereich 913 zwischen den Elektroden 901, 902. 

[0151] Die ersten Elektrodenflachen 906, 907 der Elektroden 901, 902 sind als Haltebereiche zum Halten von Sonden- 
molekiilen, die makromolekulare Biopolymere, die mittels des Biosensors 900 zu erfassen sind, binden konnen. 
[0152] Die Elektroden 901, 902 sind gemaB diesem Ausfuhrungsbeispiel aus Gold heigestellt. 

[0153] Es werden kovalente Verbindungen zwischen den Elektroden und den Sondenmolekiilen heigestellt, wobei der 
55 Schwefel zum Bilden einer Gold-Schwefel-Kopplung in Form eines Sulflds oder eines Thiols vorhanden ist. 

[0154] Fur den Fall, dass als Sondenmolekule DNA-Sondenmolekule verwendet werden, sind solche Schwefelfunktio- 
nalitaten Teil eines modifizierten Nukleotids, das mittels der sogenannten Phosphoramiditchemie wahrend eines auloma- 
tisierten DNA-Syntheseverfahrens am 3'-Ende oder am 5'-Ende des zu immobilisierenden DNA-Strangs eingebaut wird. 
Das DNA-Sondenmolekiil wird somit an seinem 3'-Ende oder an seinem 5 -Ende inunobilisiert. 
60 [0155] Fur den Fall, dass als Sondenmolekule Liganden verwendet werden, werden die Schwefelfunktionalitaten 
durch ein Ende eines Alkyllinkers oder eines Alkylenlinkers gebildel, dessen anderes Ende eine fur die kovalente \fer- 
bindung des Liganden geeignete chemische Funktionalitat aufweist, beispielsweise einen Hydroxybest, einen Acetox- 
yrest oder einen Succinimidylesterrest. 

[0156] Die Elektroden, d. h. insbesondere die Haltebereiche werden beim Messeinsatz mit einem Elektrolyt 914, all- 
65 gemein mit einer zu untersuchenden Losung, bedeckt. 

[0157] Befinden sich in der zu untersuchenden Losung 914 die zu erfassenden makromolekularen Biopolymere, bei- 
spielsweise zu erfassende DNA-Strange mit einer vorgegebenen Sequenz, die mit den immobilisierten DNA-Sondenmo- 
lekUlen auf den Elektroden hybridisieren konnen, so hybridisieren die DNA-Strange mit den DNA-Sondenmolekiilen. 
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101 58J Sind in der zu untersuchenden Losung 914 keine DNA-Strange mit der zu der Sequenz der DNA-Sondenmole- 
kaien komplementaren Sequenz enthalten, so kdnnen keine DNA-Strangen aus der zu untersuchenden I^sung 9t4 mit 
den DNA-Sondenmolektilen auf den Elektroden 901, 902 hybridisieren. 

[0159] Zwischen den Elektroden 901, 902 wird, wie oben erl^utert wurde, ein Redox-Recycling-Vorgang gestartet 
werden und daduich die Anzahl der markierten hybridisierten DNA-Strange, aLlgemein der markierten gebundenen ma- 5 
kromolckularcn Biopolymcrc crmittclt werden. 

r0160] Fig. 10 zeigt einen Biosensor 1000 mit einer weiteren Elektrodenkon figuration gemSB einem weiteren AusfUh- 
rungsbeispiel der Erfindung. 

[0161] Bei dem Biosensor 1 000 sind in gleicher Weise wie bei dem Biosensor SKN) gemSB dem in Fig. 9 gezeigten Aus- 
ruhrungsbeispiel zwei Elektroden 901, 902 vorgesehen, die auf der Isolatorschichl 903 aufgebrachl sind. to 
[0162] Im Untcrschicd zu dem Biosensor 900 mit Icdiglich zwci quadcrforinigcn Elektroden sind die zwei Elektroden 
gem^ dem in Fig. 10 dargestellten Biosensor 900 als eine Vielzahl von jeweils abwechseind angeordneten, parallel ge- 
schalteten Elektroden in Form der bekannten Interdigitalelektrodenanordnung angeordnet. 

[0163] Fig. 10 zeigt zur weiteren VeranschauUchung femer ein schemalisches elektrisches Ersatzschaltbild, das in die 
Darstellung des Biosensors 1000 eingezeichnet ist. ts 
[0164] Da sich zwischen den im wesentlichen sich parallel gegenOberstehenden Elektrodenflachen 906, 907 der Elek- 
troden 901, 902, wie in Fig. 9 daigestellt wurde, im wesentlichen ungekriimmte Feldlinien bezUglich der Oberflache 908 
der Isolatorschicht 903 ergeben, uberwiegt der Anteil der durch die ungekninrmiten Feldlinien erzeugten ersten Kapazitat 
1002 und des ersten Leitwerts 1003 verglichen mit der zweiten Kapazitat 1004 und des zweiten Leitwerts 1005, die durch 
die gekriimmtcn Feldlinien 910 crzcugt werden. 20 
[0165] Diescr crheblich groBcrcr Antcil der ersten Kapazitat 1002 und des ersten Leitwerts 1003 an dem Gcsamtleit- 
wert, der sich aus der Summe der ersten Kapazit^ 1002 und der zweiten Kapazitat 1004 sowie des ersten Leitwerts 1003 
und des zweiten Leitwerts 1005 eigeben, fiihrt dazu, dass die SensitivitSt des Biosensors 1000 bei Anderung des Zustan- 
des des Biosensors 1000, d. h. bei Hybridisierung von DNA-Strangen in der zu untersuchenden Losung 914 mit auf den 
Haltebereichen auf den Elektrodenflachen 906, 5H)7 immobilisierten DNA-Sondenmolekulen 1001 erheblich erhoht 25 
wird. 

[0166] Somit ist anschaulich bei gteichen lateralen Abmessungen der Elektroden 901 , 902 und bei gleichen Abmessun- 
gen des zuvor eingefuhrten aktiven Bereichs, d. h. bei gleicher RSche der Haltebereiche auf den Elektrodenflachen ein 
wesentlich gr5Berer Anteil von Feldlinien eines angelegten elektrischen Feldes zwischen den Elektroden 901, 902 in 
dem Volumcn enthalten, in dem die Hybridisierung stattflndct, wcnn die zu erfassenden DNA-Strange in der zu untcrsu- 30 
chcnden I^ssung 914 enthalten sind als bei einer Planarclektrodenanordnung. 

[0167] In anderen Worten bedeutet dies, dass die Kapazitat der erflndungsgemSBen Anordnung pro Chipflache deutlich 
gr5Ber ist als die Kapazitat pro Chipflache bei einer Planarclektrodenanordnung. 

[0168] Im weiteren werden einige Altemativenmoglichkeiten zur Herstellung einer quaderformigen Sensorelektrode 
mit im wesentlichen senkrechten Seitenwanden erlautert. 35 

Erstes Verfahren zum Herstellen von Metallelektroden mit im wesentlichen senkrechten Seitenwanden, die Sondenmo- 

leklile immobilisieren konnen 

[0169] Fig. 11a zeigt ein Siliziumsubstrat 1100, wie es fur bekannle CMOS-Prozesse hergestellt wird. 40 
[0170] Auf dem Siliziumsubstrat 1100, in dem sich bcrcils integrierte Schallungcn und/oder elektrischc Anschliissc fur 
die zu bildenden Elektroden befinden, wird eine Isolatorschicht 1101, die auch als Passivierungsschichi dieni, in ausrei- 
chender Dicke, gemaB dem Ausfuhrungsbeispiel in einer Dicke von 500 nm, mittels eines CVX)-Verfahrens aufgebracht. 
[0171] Die Isolatorschicht 1101 kann aus Siliziumoxid Si02 oder Siliziumnitrid Si3N4 hergestellt sein, 
[0172] Die Inlerdigilalanordnung des Biosensors 1000 gemaB dem oben dargestellten Ausfuhrungsbeispiel wird mit- 45 
tcls Photolithographic auf der Isolatorschicht 1101 dcfinicrt. 

[0173] AnschlieBend werden mittels eines Trockenatz.verfahrens, z. B. dem Reactive Ion Etching (RIE), in der Isola- 
torschicht 1101 Stufen 1102 erzeugt, d. h. geatzt, gemaB dem Ausfuhrungsbeispiel in einer Mindesthohe 1103 von unge- 
fahr 100 nm. 

[0174] Die Hohe 1103 der Slufen 1102 muss ausreichend groB sein fur einen anschlieBenden selbstjustierenden Pro- 50 
zcss zum Bildcn der Mctallclcktrodc. 

[0175] Es ist darauf hinzuweisen, dass zum Auftragen der Isolatorschicht 1101 altemativ auch ein Aufdampfverfahren 
Oder ein Spulierverfahren eingesetzt werden kann. 

[0176] Bei der Strukturierung der Stufen 1102 ist zu beachten, dass die Flanken der Stufen 1102 ausreichend steil sind, 

so dass sie hinreichend scharfe Kanlen 1105 bilden. Ein Winkel 1106 der Stufenflanken gemessen zur Oberflache der Iso- 55 

latorschicht 1101 solltc gemaB dem Ausfuhrungsbeispiel mindcstens 50 grad bctragcn. 

[0177J In einem weiteren Schritt wird eine Hilfsschicht 1104 (vgl. Fig. lib) der Dicke von ungefahr 10 nm aus Titan 
auf die stufenformige Isolatorschicht 1101 aufgedampft. 

[0178] Die Hilfsschicht 1104 kann Wolfram, und/oder Nickel-Chrom, und/oder Molybdan aufweisen. 
[0179] Es ist zu gewahrleislen, dass die in einem weiteren Schritt aufgetragene MetaUschicht, gemaB dem Ausfiih- 60 
rungsbeispiel eine Melallschicht 1107 aus Gold, an den Kanten 1105 der Slufen 1102 derart poros aufwachsl, dass es 
moglich ist, in einem weiteren Verfahrensschritt an den Stufenubergangen jeweils eine Spalte 1108 in die ganzflachig 
aufgetragene Goldschicht 1107 zu atzen. 

[0180] In einem weiteren Verfahrensschritt wird die Goldschicht 1107 fur den Biosensor 1000 aufgebracht. 

[0181] GemaB dem Ausfuhrungsbeispiel weisl die Goldschicht eine Dicke von ungefahr 500 nm bis ungefahr 2000 nm 65 

auf. 

[0182] Es ist hinsichtiich der Dicke der Goldschicht 1107 lediglich zu gewahrleisten, dass die Dicke der Goldschicht 
1107 ausreichend ist, so dass die Goldschicht 1107 por6s kolumnar aufwachst. 
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[0183] In einem weiteren Schritt werden Ofifnungen 1108 in die Goldschicht 1107 geatzt, so dass sich Spalten ausbil- 
den. 

[0184] Zum Nassatzen der Offnungen wird eine Atzlosung aus 7,5 g Super Strip 100™ (Markenname der Firma Lea 
Ronal GmbH, Deutschland) und 20 g KCN in 1000 ml Wasser H2O verwendet. 
5 [0185] Durch das koluinnare Wachstum des Goldes, allgemein des Metalls, wahrend des Aufdanipfens auf die Haft- 
schichl 1104 wird cin anisotroper Atzangriff erzielt, so dass der Oberflachenabtrag des Goldes ungefahr im Verhaltnis 
1 : 3 erfolgt. 

[0186] Durch das Atzen der Goldschicht 1107 werden die Spalten 1108 abhangig von der Z;eitdauer des Atzvorgangs 
gebildet. 

10 [0187] Dies bedeutet, dass die Zeitdauer des Atzprozesses die Basisbreile, d. h. den Abstand 1109 zwischen den sich 
ausbildenden Goldelektroden 1110, 1111 bcstimmt. 

[0188] Nachdem die MetaUelektroden eine ausreichende Breite aufweisen und der Abstand 1109 zwischen den sich 
bildenden Goldelektroden 1110, Ull erreicht sind, wird das Nassatzen beendet. 

[0189] Es ist anzumerken, dass aufgrund des porosen Aufdampfens das Alzen in zu der Oberflache der Isolatorschicht 
15 1101 parallelen Richtung wesentlich schneller erfolgt als in zu der Oberflache der Isolatorschicht 1101 senkrechten Rich- 
tung. 

[0190] Es ist darauf hinzuweisen, dass altemativ zu einer Goldschicht auch andere Edelmetalle, wie beispielsweise 
Platin, Utan oder Silber verwendet werden konnen, da diese Materialien ebenfalls Haltebereiche aufweisen konnen bzw. 
mit einem gecigneten Material beschichtet werden konnen zum Halten von immobilisierten DNA-Sondenmolekiilen 
20 Oder allgemein zum Halten von Sondenmolekulen, und ein kolumnares Wachstum beim Aufdampfen aufweisen. 

[0191] Fur den Fall, dass die Haftschicht 1104 in den geoffneten Spalten 1112 zwischen den MetaUelektroden 1110, 
1111 entfemt werden soli, erfolgt dies ebenfalls selbstjusderend, indem man die Goldelektroden 1110, 1111 als Atzmaske 
verwendet. 

[0192] Gegeniiber den bekannten Interdigitalelektroden weist die Struktur gemafi diesem Ausfuhrungsbeispiel insbe- 
25 sondere den Vorteil auf, dass durch das selbstjustierende Offnen der Goldschicht 1107 iiber den Kanten 1105 der Abstand 
zwischen den Elektroden 1110, 1111 nicht an eine minimale Auflosung des Herstellungsprozesses gebunden ist, d. h. der 
Abstand 1109 zwischen den Elektroden 1110, 1111 kann sehr schmal gehalten werden. 

[0193] Somit ergibt sich gemafi diesem Verfahren der Biosensor 1000 gemaB dem in Fig. 10 dargestellten Ausfuh- 
rungsbeispiel mit den entsprechenden MetaUelektroden. 

30 

Zweites Verfahren zur Hcrstcllung von MetaUelektroden mit im wesentlichen senkrechten Seitenwanden, die Sonden- 

molekiile immobilisieren konnen 

[0194] Bei dem in den Fig. 12a bis Fig, 12c dargestellten Hers tellungs verfahren wird von einem Substrat 1201 ausge- 
35 gangen, beispielsweise von einem Silizium-SubsUrat- Wafer (vgl. Fig. 12a), auf dem bereits eine Metallisierung 1202 als 
elektrischer Anschluss vorgesehen ist, wobei auf dem Substrat 1201 schon eine Atzstoppschicht 1203 aus Siliziumnitrid 
Si3N4 aufgebracht ist. 

[0195] Auf dem Substrat wird eine Metallschicht 1204, gemaB dem Ausfuhrungsbeispiel eine Goldschicht 1204 auf- 
gebracht mittels eines Aufdampfverfahrens. 
40 [0196] Altemativ kann ein Sputterverfahren oder ein CVD- Verfahren zum Aufbringen der Goldschicht 1204 auf die 
Atzstoppschicht 1203 eingesetzt werden. 

[0197] Allgemein weist die Metallschicht 1204 das Metall auf, aus dem die zu biidende Elektrode gebildet werden soli. 
[0198] Auf der Goldschicht 1204 wird eine elektrisch isolierende Hilfsschicht 1205 aus Siliziumoxid Si02 mittels ei- 
nes CVD-Verfahrens (altemativ mittels eines Aufdampfverfahrens oder eines Sputterverfahrens) aufgebracht. 
45 [0199] Durch Hinsatz der Photolithographie-Technologie wird eine Lackstruktur aus einer Lackschicht 1206 gebildet, 
beispielsweise eine quaderformige Struktur, welche der Form der zu bildenden Elektrode entspricht. 
[0200] Soil ein im weiteren beschriebenes Biosensor-Array mit einer Vielzahl von Elektroden erzeugt werden, wird 
mittels der Photolithographic eine Lackstruktur erzeugt, die in ihrer Form der zu bildenden Elektroden entsprechen, die 
das Biosensor- Array bilden. 

50 [0201] In anderen Worten ausgedriickt bedeutet dies, dass die lateralen Abmessungen der gebildeten Lackstruktur den 
Abmessungen der zu erzeugenden Sensorelektrode entsprechen. 

[0202] Nach Aufbringen der Lackschicht 1206 und der entsprechenden Belichtung, die die entsprechenden Lackstruk- 
turen vorgibt, wird die Lackschicht in den nicht "entwickelten", d. h. nicht belichteten Bereichen beispielsweise mittels 
Veraschen oder nasschemisch entfemt. 
55 [0203] Auch wird die Hilfsschicht 1205 in den nicht durch die Photolackschicht 1206 geschutzten Bereichen mittels ei- 
nes Nassatzverfahrens oder Trockenatzverfahrens entfemt. 

[0204] In einem weiteren Schritt wird nach Entfemen der Lackschicht 1206 iiber der ubrig gebliebenen Hilfsschicht 
1205 eine weitere Metallschicht 1207 als Elektrodenschicht derart konform aufgebraucht, dass die Seitenflachen 1208, 
1209 der restlichen Hilfsschicht 1205 mit dem Elektrodenmaterial, gemafi dem Ausfuhrungsbeispiel mit Gold, bedeckt 
60 sind (vgl. Fig. 12b). 

[0205] Das Aufbringen kann mittels eines CVD-Verfahrens oder eines Sputterverfahrens oder mit einem lon-Metal- 
Piasma- Verfahren erfolgen. 

[0206] In einem letzten Schritt (vgl. Fig- 12c) wird eine Spacer- Alzung durchgefuhrt, bei der durch gezieltes Uberatzen 
der Metallschichten 1204, 1207 die gewunschte Su-uktur der Elektrode 1210 gebildet wird. 
65 [0207] Die Elektrode 1210 weist somit die nicht in dem Atzschritt des Atzens der Metallschichten 1204, 1207 wegge- 
atzten Spacer 1211, 1212 auf sowie den unmittelbar unter der restlichen Hilfsschicht 1205 angeordneten Teil der ersten 
Metallschicht 1204, der mittels des Atzverfahrens nicht weggeatzt worden ist. 

[0208] Die Elektrode 1210 ist mit dem elektrischen Anschluss, d. b. der Metallisierung 1202 elektrisch gekoppelt. 
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[0209J Die Hilfsschicht 1205 aus Si!i7Jumoxid kann bei Bedarf durch eine weitere Atzung, beispielsweise im Plasma 
Oder nasschemisch, mittels eines Verf ahrens entfemt werden, bei dem Selektivicat zur Atzstoppschicht 1203 gegeben ist. 
[0210] Diese ist beispielsweise gewahrleistet, wenn die Hilfsschicht 1205 aus Siliziumoxid besteht und die Atzstopp- 
schicht 1203 Siliziumnitrid aufweist. 

[0211] Die Steilheil der Wande der Eiektrode in dem Biosensorchip 900, 1000, repnisentiert durch den Winkel 1213 5 
zwischcn den Spacer 1211, 1212 und der Obcrflachc 1214 der Atzstoppschicht 1203, wird somit durch die Stcilhcit Flan- 
ken der restlichen Hilfsschicht 1205, d. h. insbesondere der Steilheit der Lackflanken 1215, 1216 der strukturierten Lack- 
schicht 1206 bestimmt. 

Dritles Verfahren zur Herstellung von Metallelektroden mit im wesentlichen senkrechten Seitenwanden, die Sondenmo> 10 

Icktilc immobilisicrcn konncn 

[0212] In den Fig. 13a bis Fig. 13c ist eine weitere Moglichkeit zum Herstellen einer Eiektrode mit im wesentlichen 
senkrechten Wanden daigestellt. 

[0213] W^ederum wird wie bei dein zweiten Beispiel zum Herstellen einer ElekU-ode daigestellt, von einein Substrai is 
1301 ausgegangen, auf dem bereits eine Metal lisierung 1302 fUr den elektrischen Anschluss der zu bildenden Eiektrode 
des Biosensors voigesehen ist. 

[0214] Auf dem Substrat 1301 aus Silizium wild eine Metallschicht 1303 als Elektrodenschicht aufgedampft, wobei 
die Metallschicht 1303 das fur die Eiektrode zu verwendende Material aufweist, gem^ diesem AusfUhrungsbeispiel 
Gold. 20 
[0215J Altcmativ zu dem Aufdampfen der Metallschicht 1303 kann die Metallschicht 1303 auch mittels cincs Sputter- 
verfahrens oder mittels eines CVD-Verfahrens auf dem Substrat 1301 aufgebrachi werden. 

[0216] Auf der Metallschicht 1303 wird eine Photolackschicht 1304 aufgebracht und mittels Photolithographie-Tech- 
nologie derdit sUrukturiert, dass eine Lackstruktur entsteht, die nach Entwickeln und Entfemen der entwickelten Bereiche 
den lateralen Abmessungen der zu bildenden Eiektrode bzw. allgemein des zu bildenden Biosensor-Arrays enlspricht. 25 
[0217] Die Dicke der Photolackschicht 1304 entspricht im wesentlichen der Hohe der zu erzeugenden Elektroden. 
[0218] Bei einer Strukturierung in einem Plasma mit Prozessgasen, die zu keiner Reaktion des Elektrodenmaterials 
fuhren kdnnen, insbesondere in einem Inertgas-Plasma, beispielsweise mit Argon als Prozessgas, erfolgt der AbUrag des 
Materials gemaB diesem AusfUhrungsbeispiel mittels physikalischem Sputter-AbUrag. 

[0219] Dabei wird das Elekuxxlcnmaterial aus der Metallschicht 1303 in einem Rcdcposidonsprozess an die im we- 30 
scntlichcn senkrechten Scitenwandc 1305, 1306 der strukturierten, nach Vcraschcn der entwickelten Lackstruktur nicht 
entfemten Lackelemente gesputtert, wo es keinem weiteren Sputterangriff mehr ausgesetzt ist. 

[0220] Eine Redeposition von Elektrodenmaterial auf die Lackstruktur schUtzt die Lackstruktur vor weiterem Abu-ag. 
[0221] Aufgrund des Sputtems bilden sich an den Seitenwanden 1305, 1306 der Lackstruktur Seitenschichten 1307, 
1308 aus dein Elektrodenmaterial, gemafi dem AusfUhrungsbeispiel aus Gold. 35 
[0222] Die Seitenschichten 1307, 1308 sind clcktrisch mit einem nicht entfemten Tcil 1309 der Metallschicht 1303, der 
sich unmittelhar unterhalb der restlichen Lackstruktur 1306 beflndet, gekoppelt sowie ferner mit der Metal lisierung 1303 
(vgl. Fig. 13b). 

[0223] In einem letzten Schritt (vgl. Fig. 13c) wird die Lackstruktur 1306, d. h. der Photolack, der sich in dem durch 
die Seitenschichten 1307, 1308 sowie die ubrig gebliebene Melallschichl 1309 gebildeten Volumen belindet, mittels Ver- 40 
aschcn oder nasschcmisch entfemt. 

[0224] Ergebnis ist die in Fig. 1 3c dargestellte Elektrodenstruktur 1310, die gebildet wird mit den Seitenwanden 1307, 
1308 sowie dem nicht entfemten Teil 1309, der den Boden der Elektrodenstruktur bildet und mit der Metallisierung 1303 
elektrisch gekoppelt ist. 

[0225] Wie auch im vorangegangenen dargestellten Herstellungs verfahren wird die Steilheit der Seitenwande 1307, 45 
1308 der gebildeten Eiektrode bei diesem Verfahren durch die Stcilhcit der Lackflanken 1305, 1306 bestimmt. 
[0226] In den Fig. 14a bis Fig. 14c ist ein weiteres AusfUhrungsbeispiel der Erfindung mit zylinderformigen, auf dem 
Substrat senkrecht hervortretenden Elektroden daigestellt. 

[0227] Zur Herstellung des Biosensors 1400 mit zyUnderfbrmigen Elektroden, die im wesentlichen senkrecht auf ei- 
nem Substrat 1401 aus Siliziumoxid angeordnet sind, wird eine Metallschicht 1402 als Elektrodenschicht aus dem ge- 50 
wiinschtcn Elektrodenmaterial, gcmaB dem AusfUhrungsbeispiel aus Gold, mittels aufgebracht cincs Aufdampf- Verfah- 
rens. 

[0228] Auf der Metallschicht 1402 wird eine Photolackschicht aufgebracht und die Photolackschicht wird mittels einer 
Maske belichtet derart, dass sich nach Entfemen der nicht belichteten Bereiche die in Fig. 14a dargestellte zylinderfor- 
rnige Struktur 1403 auf der Metallschicht 1402 ergibt. 55 
[0229] Die zylindcrfbrmige Struktur 1403 weist einen Photoresist- Torus 1404 sowie ein zylinderfbrmiger Photoresist- 
Ring 1405 auf, die konzentrisch um den Photoresist-Torus 1404 angeordnet ist. 

[0230] Zwischen dem Photoresist-Torus 1404 und dem Photoresist-Ring 1405 wird der Photolack entfemt, beispiels- 
weise mittels Veraschens oder nasschcmisch. 

[0231] Durch Einsatz eines Sputterverfahrens wird, wie im Zusammenhang mit dem oben beschriebenen Verfahren zur 60 
Herstellung einer Eleku-ode, mittels eines Redepositionsprozess, eine Metallschicht 1406 um den Photolack-Torus 1404 
aufgetragen. 

[0232] In gleicher Weise bildet sich eine innere Metallschicht 1407 um den Photoresist-Ring 1405 (vgl. Fig. 14b). 
[0233] In einem weiteren Schritt wird das strukturierte Photolack-Material mittels Veraschen oder nasschcmisch ent- 
femt, so dass zwei zylinderfomiige Elektroden 1408, 1409 gebildet werden. 65 
10234] Das Substrai 1401 wird in einem Iclztcn Schritt so wcit cntfcrnt, beispielsweise mittels cincs zu dem Elektro- 
denmaterial selektiven Plasma-Atzprozesses, dass die Metallisiemngen in dem Substrat freigelegt sind und mit den zy- 
linderformigen Elektroden elektrisch koppeln. 
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[0235] Die innere zylinderformige Elektrode 1408 ist somit mit einem ersten elektrischen Anschluss 1410 elektrisch 
gekoppelt und die auBere zylinderformige Elektrode 1409 ist elektrisch gekoppelt mit einem zweiten elektrischen An- 
schluss 1411. 

[0236] Die restliche Metallschicht 1402, die durch das Sputtem zwischen den zylinderformigen Elektroden 1408, 1409 
5 noch nicht entfernt wurde, wird in einem letzten Schritt mittels eines Sputler-Atzprozesses entfemt. Ebenso wird die Me- 
tallschicht 1402 auf diese Weise entferat. 

[0237] Es ist in diesem Zusammenhang anzumerken, dass auch gemaB diesem Ausfuhrungsbeispiel die Metallisie- 
rungen fiir die elektrischen Anschlusse 1410, 1411 in dem Subslrat 1401 zu Beginn des Verfahrens schon vorgesehen 
sind. 

10 [0238] Fig. 15 zeigt eine Draufsicht eines Biosensor-Arrays 1500, in dem zylinderformige Elektroden 1501, 1502 ent- 
haltcn sind. 

[0239] Jede erste Elektrode 1501 weist ein positives elektrisches Potential auf. 

[0240] Jede zweite Elektrode 1502 des Biosensor-Arrays 1500 weist ein bezuglich der jeweiligen benachbarten ersten 
Elektrode 1501 negatives elektrisches Potential auf. 
15 [0241] Die Elektroden 1501, 1502 sind in Zeilen 1503 und Spalten 1504 angeordnel. 

[0242] In jeder Zeile 1503 und in jeder Spalte 1504 sind jeweils die ersten Elektroden 1501 und die zweiten Elektroden 

1502 altemierend angeordnet, d. h. jeweils unmittelbar neben einer ersten Elektrode 1501 ist in einer Zeile 1503 oder ei- 
ner Spalte 1504 eine zweite Elektrode 1502 angeordnet und neben einer zweiten Elektrode 1502 ist jeweils in einer Zeile 

1503 Oder einer Spalte 1504 eine erste Elektrode 1501 angeordnet. 

20 [0243] Auf diese Weise ist sichergestellt, dass zwischen den einzelnen Elektroden ein elektrisches Feld erzeugt werden 
kann mit in Richtung der Hohe der Zylinderelektroden 1501, 1502 im wesentlichen ungekriimmtcn Feldlinien. 
[0244] Auf den Elektroden ist jeweils, wie oben dargestellt, eine groBe Anzahl DNA-Sondenmolekule immobilisiert. 
[0245] Wird nun ein eine zu untersuchende Losung (nicht dargestellt) auf das Biosensor-Array 1500 aufgebracht, so 
hybridisieren die DNA-Striinge mit den auf den Elektroden immobilisierten, dazu koniplementaren DNA-Sondenmole- 

25 kiilen. 

[0246] Auf diese Weise kann mittels des oben beschriebenen Redox-Recycling-Vorgangs wiederum die Existenz oder 
Nicht-Existenz von DNA-Strangen einer vorgegebenen Sequenz in einer zu untersuchenden Losung mittels des Biosen- 
sor-Arrays 1500 erfasst werden, 

[0247] Fig. 16 zeigt ein weiteres Ausfuhrungsbeispiel eines Biosensor- Arrays 1600 mit einer Vielzahl quaderformiger 
30 Elektroden 1601, 1602. 

[0248] Die Anordnung der quaderfbrraigen Elektroden 1601, 1602 ist entsprechend der Anordnung der zylinderformi- 
gen Elektroden 1501, 1502, wie sie in Fig. 15 dargestellt worden ist und oben erlautert wurde. 

[0249] Fig. 17 zeigt eine Elektrodenanordnung eines Biosensorchips 1700 gemafi einem weiteren Ausfuhrungsbeispiel 
der Erfindung, 

35 [0250] Auf der Isolatorschicht 903 ist die erste Elektrode 901 aufgebracht und mit dem ersten elektrischen Anschluss 
904 elektrisch gekoppelt. 

[0251] Die zweite Elektrode 902 ist ebenfalls auf der Isolatorschicht 903 aufgebracht und mit dem zweiten elektrischen 
Anschluss 905 elektrisch gekoppelt. 

[0252] Wie in Fig. 17 gezeigt ist, weist die zweite Elektrode gemaB diesem Ausfuhrungsbeispiel gegenuber der voran- 
40 gegangenen beschriebenen zweite Elektrode eine unterschiedliche Form auf, 

[0253] Die erste Elektrode ist, wie aus Fig. 17 ersichtlich, eine Planarelektrode und die zweite Elektrode ist T-formig 
ausgestaltet. 

[0254] Jede T-formige zweite Elektrode weist einen ersten Schenkel 1701 auf, der im wesentlichen senkrecht zu der 
Oberflache 1707 der Isolatorschicht 903 angeordnet. 

45 [0255] Weiterhin weist die zweite Elektrode 902 senkrecht zu dem ersten Schenkel 1701 angeordnete zweite Schenkel 
1702 auf, die zumindest teilweise iiber der Oberflache 1703 der jeweiligen ersten Elektrode 901 angeordnet sind. 
[0256] Wie Fig. 17 zu entnehmen ist, sind mehrere erste Elektroden 901 und mehrere zweite Elektroden 902 parallel- 
geschaltet, so dass sich aufgrund der T-formigen Struktur der zweiten Elektrode 902 ein Hohlraum 1704 ausbildet, der 
gebildet wird durch zwei neben einander angeordnete zweite Elektroden 902, eine erste Elektrode 901 sowie die Isola- 

50 torschicht 903. 

[0257] Die einzelnen ersten und zweiten Rektroden 901, 902 sind mittels der Isolatorschicht 903 voneinander elek- 
trisch isoliert. 

[0258] Zwischen den einzelnen zweiten Schenkeln 1702 der zweiten Elektrode 902 ist fur jeden Hohlraum 1704 eine 
Offnung 1705 vorgesehen, die ausreichend groB ist, so dass bei Aufbringen eines Elektrolyts 1706 auf den Biosensor 
55 1700 das Elektrolyt und eventuell in der zu untersuchenden Losung 1706, beispielsweise einem Elektrolyt, enthaltene 
DNA-Strange durch die Offnung 1705 in den Hohlraum 1704 gelangen konnen. 

[0259] Auf Haltebereichen an den ersten und zweiten Elektroden sind DNA-Sondenmolekiile 1709 immobilisiert, die 

mit den entsprechenden zu erfassenden DNA-Strangen vorgegebener Sequenz hybridisieren konnen. 

[0260] Wie Fig. 17 zu entnehmen ist, bilden sich aufgrund der einander gegenuberliegenden, im wesentlichen parallel 
60 zueinander ausgerichteten Oberflachen der zweiten Elektrode 1708 bzw. der ersten Elektrode 1703, an denen die Halte- 

bereiche zum Halten der DNA-Sondenmolekule 1709 vorgesehen sind, bei Anlegen eines elekUrischen Feldes zwischen 

der ersten Elektrode 901 und der zweiten Elektrode 902 im wesentlichen ungekriimmte Feldlinien aus. 

[0261] Fig. 18 zeigt einen Biosensor 1800 gemaB einem weiteren Ausfuhrungsbeispiel der Erfindung. 

[0262] Der Biosensor 1800 gemaB dem weiteren Ausfuhrungsbeispiel entspricht im wesentlichen dem oben erlauterten 
65 und in Fig. 17 gezeigten Biosensor 1700 mit dem Unterschied, dass an Seitenwanden des ersten Schenkels 1701 der 

zweiten Elektrode 902 keine Haltebereiche mit immobilisierten DNA-Sondenmolekiilen 1709 vorgesehen sind, sondem 

dass die Oberflache 1801 der ersten Schenkel 1701 der zweiten Elektrode 902 mil Isolatormaterial der Isolatorschicht 

903 oder einer weiteren isolierenden Schicht bedeckt sind. 
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I02<i3] GemSB dem in Fig. 18 gezeigten Ausfuhrungsbeispiel sind Haltebereiche auf der ersten und auf der zweiten 
Hlektrode 901, 902 demnach lediglich an unmittelbar sich gegenUberliegenden Oberflachen der Elektroden, d. h. an der 
Oberflgche 1802 des zweiten Schenkels der zweiten Elektrode 902, und an der OberflSche 1803 der ersten Elektrode 901 . 
[0264] In den Fig. 19a bis Fig. 19g sind einzelne Verfahrensschritte zum Herstelien der ersten Elektrode 901 und der 
zweiten Elektrode 902 in den Biosensoren 1700, 1800 dargestellt. S 
[0265] In die Isolatorschicht 903 als Substrat, gcmSB dcm Ausfuhrungsbeispiel aus Stliziumoxid wird untcr \^rwcn- 
dung einer Maskenschicht, bei spiels weise aus Photolack, eine Struktur in die Isolatorschicht 903 geStzt, deren Form der 
zu bildenden ersten Elektrode 901 entspricht. 

[0266] Nach Entfemen der Maskenschicht durch Veraschen oder durch ein nasschemisches Verfahren wird ganzfl&hig 
eine Schicht aus dem gewUnschlen Elektrodenniaterial auf der Isolatorschicht 903 aufgebracht derart, dass die zuvor ge- to 
atztc Struktur 1901 (vgl. Fig. 19a) zumindcst vollstandig gcftlllt ist, wobci die Struktur 1901 auch ubcrfullt scin kann 
(vgl.Fig.19b). 

[0267] In einem weiteren Schritt wird mittels eines chemisch-mechanischen Polierverfahrens (vgl. Fig. 1 9c) das auBer- 
halb der voigefertigten Su-ukiur 1901 sich befindende Elektrodenmaterial 1902, vorzugsweise Gold, entfemt. 
[0268] Nach Beendigung des chemisch-mechanischen Polierverfahrens ist soniit die erste Elektrode 901 bundig in die IS 
Isolatorschicht 903 eingebettet. 

[0269] Elektrodenmaterial 1902 auBerhalb, d. h. zwischen den weiteren zweiten Elektroden 902 bzw. zwischen den er- 
sten Elektioden 901 ist restfrei entfemt. 

[0270] Auf die erste Elektrode 901 kann femer eine Deckschicht 1903 beispielsweise aus Siliziumnitrid aufgebracht 
wcrden mittels cincs gccignetcn Bcschichtungsvcrfahrens wic beispielsweise cincm CVD-N^rfahrcn, eincm Sputtcrvcr- 20 
fahren oder cincm Aufdampfvcrfahrcn (vgl. Fig. 19d). 

[0271] Fig. 19e zeigt mehrere erste ElekU^oden 1901 aus Gold, die nebeneinander in die Isolatorschicht 903 eingebettet 
sind und die sich darauf befindende Deckschicht 1903. 

[0272] In einem weiteren Schritt (vgl. Fig. 190 wird auf der Deckschicht 1903 eine zweite Elektrodenschicht 1904 
aufgebracht, 2S 
[0273] Nach erfolgter Maskierung, in der die gewiinschte Offnung zwischen den zweiten Elektroden beriicksichtigt ist, 
die aus der zweiten Elektrodenschicht 1904 gebildet werden soil, werden die gewUnschten Ofiinungen 1905 gebildet und 
mittels eines TVockenatzverfahrens in einem DownsU%am-Plasma wird die zweite Elektrodenschicht 1904 geatzt derart. 
dass der gewUnschte Hohlraum 1704 gemSB der in Fig. 17 oder Fig. 18 dargestellten Biosensoren 1700, 1800 gebildet 
wird (vgl. Fig. 19g). 30 
[0274] Es ist in dicsem Zusammenhang anzumcrkcn, dass die Deckschicht 1903 nicht unbcdingt crfordcrlich ist, jc- 
doch vorteilhaft ist, um die ersten Elektroden 901 vor An^tzung bei der Bildung des Hohlraums 1704 zu schutzen. 
[0275] In einer altemativen AusfUhrungsform kann die T-formige Struktur der zweiten Elektrode 902 gebildet, indem 
nach Bilden der ersten Elektrode 901 gemSB dem oben beschriebenen Verfahren eine weitere Isolatorschicht mittels ei- 
nes CVD-Verfahrens oder eines anderen geeigneten Beschichtungsverfahrens auf die erste Isolatorschicht oder, bei Exi- 35 
stcnzdcr Deckschicht 1903 auf der Deckschicht 1903 gebildet wird. AnschlicBcnd werden in der Deckschicht 1903 cnt- 
sprechende Graben gebildet, die zur Aufnahnie des ersten Schenkels 1701 der T-f6rmigen Struktur der zweiten Elektrode 
902 dienen. Diese Graben werden mit dem Elektrodenmaterial Gold gefullt und gemafi dem Damascene- Verfahren wird 
mittels eines chemischmechanischen Polierens das Elektrodenmaterial entfemt, das sich in dem Graben und oberhalb der 
zweiten Isolatorschicht gebildet hat, bis auf eine vorgegebene Hohe, die der Hohe der zweiten Schenkel 1702 der T-for- 40 
migcn zweiten Elektrode 902 cntspricht. 

[0276] Mittels Photolithographic wird die Offnung 1705 zwischen den zweiten Elektroden 902 gebildet und anschlie- 
Bend wird das Isolatormaterial mittels eines Trockenatzverfahrens in einem Downstream-Plasma aus dem Volumen, das 
als Hohlraum 1704 ausgebildet werden soU, zumindest teilweise entfernt. 

[0277] Weiterhin ist darauf hinzuweisen, dass die oben beschriebenen Ausfuhrungsfonnen nicht auf eine Elektrode be- 45 
schrankt ist, deren Haltcbereich mittels Gold rcalisicrt ist. Es konncn altcrnativ Elektroden aus Siliziummonoxid oder Si- 
liziumdioxid, die mit Materialien in den Haltebereichen beschichtet sind. Diese Materialien - beispielsweise bekannte 
Alkoxysilanderivate - konnen Amin-, Hydroxyl-, Epoxy-, Acetoxy-, Isocyanat- oder Succinimidylesterfunktionalitaten 
aufweisen, die eine kovalente Verbindung mit zu irmnobilisierenden SondenmolekUlen, in dieser Variante insbesondere 
Liganden, bilden konnen. 50 
[0278] In dicsem Dokumcnt sind folgendc Veroffentlichungcn ziticrt: 

[I] R. Hintsche et a!., Microbiosensors Using Electrodes Made in Si -Technology, Frontiers in Biosensorics, Fundamental 
Aspects, edited by F. W. Scheller et al., Dirk Hauser Verlag, Basel, S. 267--283, 1997 

[2] M. Paeschke et al. Voltammetric Multichannel Measurements Using Silicon Fabricated Microelectrode Arrays, Elec- 
troanalysis. Vol. 7, Nr. I, S. 1-8, 1996 55 
L3] R. Hintsche et al. Microbiosensors using electrodes made in Si- technology, Frontiers in Biosensorics, Fundamental 
Aspects, edited by F. W. Scheller et al. Birkhauser Verlag, Basel, Schweiz, 1997 

f4] P. von Gerwen, Nanoscaled Interdigitated Electrode Arrays for Biochemical Sensors, IEEE, International Conference 
on Solid-state Sensors and Actuators, Chicago, S. 907-910, 16.-19. Juni 1997 
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1. Biosensorchip, 

- mit einer ersten Elektrode, die einen Haltcbereich zum Halten von SondenmolekUlen aufweist, die makro- 
molekulare Biopolymere binden konnen, 65 

- mit einer zweiten Elektrode, 

- wobei die erste Elektrode und die zweite Elektrode derart ausgestaltet sind, dass an ihnen ein Reduktions* 
/Oxidations-Recycling- Vorgang erfolgen kann, und 



13 



DE 100 15 816 A 1 

- mit einer integrierten elektrischen Differentiator-Schaltung, mit der ein wahrend des Reduktions-ZOxidati- 
ons-Recyciing-Vorgangs erzeugter elektrischer Strom erfasst und nach der Zeit differenziert werden kann. 

2. Biosensorchip nach Anspruch 1, 

- mit einer dritten Elektrode, . , , , j , . j 

5 - wobei die zweite Elektrode und die dritte Elektrode derart ausgestaltet smd, dass der RedukUons-ZOxidati- 

onsDrozess im Rahmen des Reduktions-ZOxidations-Recycling-Vorgangs an der zweiten Elektrode und an der 
dritten Elektrode erfolgt. 

3. Biosensorchip nach Anspruch 2, 

- bei dem die erste Elektrode ein erstes elektrisches Potential aufweist, 

10 - bei deni die zweite Elektrode ein zweites elektrisches Potential aufweist, 

- bei dem die dritte Elektrode ein drittes elektrisches Potential aufweist, 

- wobei das dritte elektrische Potential derart gewahlt wird, dass wahrend des Reduktions-ZOxidations-Recyc- 
ling-Vorgangs die Reduktion oder Oxidation nur an der zweiten Elektrode und an der dritten Elektrode erfolgt. 

4. Biosensorchip nach Anspruch 3, 

15 _ bei dem das dritte elektrische Potential groBer ist als das erste elekuische Potential, und 

- bei dem das erste elektrische Potential groBer ist als das zweite elektrische Potential. 

5. Biosensorchip nach einem der Anspruche 1 bis 4, bei dem der Haltebereich der ersten Elektrode mit einem Ma- 
terial beschichtet ist, das Sondenmolekule immobilisieren kann. 

6. Biosensorchip nach einem der Anspruche 1 bis 5, bei dem der Haltebereich der ersten Elektrode zum Halten von 
20 Liganden ausgestaltet ist, mit denen Peptide oder Proteine gebunden werden konnen. 

7. Biosensorchip nach einem der Anspruche 1 bis 5, bei dem der Haltebereich der ersten Elektrode zum Halten von 
DNA-Sondenmolekulen ausgestaltet ist, mit denen DNA-Molekule gebunden werden konnen. 

8. Biosensorchip nach einem der Anspruche 1 bis 7, bei dem der Haltebereich zumindest eines der folgenden Ma- 
teriaUen aufweist: 

25 - Hydroxylreste, 

- Epoxidreste, 

- Aminreste, 

- Acetoxyresie, 

- Isocyanatreste, 

30 - Succinimidylesterresle, 

- ITiiolreste, 

- Gold, 

- Silber, 

- Platin, 

35 - Utan. . . , , , J J 

9. Biosensorchip nach einem der Anspruche 1 bis 8, bei dem die Elektrodcn in einer In terdigital elektrode nan ord- 

niing angeordnet sind, wobei die dritte Elektrode jewei Is zwischen der ersten Elektrode und der zweiten Elektrode 

angeordnet ist. . i-i i j ai 

10. Biosensorchip nach einem der Anspruche 1 bis 9, bei dem die erste Elektrode und die zweite Elektrode und/ 
40 oder die dritte Elektrode derart relativ zueinander angeordnet sind, dass sich zwischen der ersten Elektrode und der 

zweiten Elektrode und/oder der dritten Elektrode im wcsentlichen ungekrummte Feldlinien eines zwischen der er- 
sten Elektrode und der zweiten Elektrode und/oder der dritten Elektrode erzeugten elektrischen Feldes ausbilden 

konnen. . , • t-i i 

11. Biosensorchip nach einem der Anspruche 1 bis 10, bei dem die Dififerentiator-Schaltung mit der zweiten Elek- 

45 trode elektrisch gekoppelt ist. 

12. Biosensorchip nach Anspruch 11, bei dem die Diffcrentiator-Schaltung iiber einen Strom-Spannungswandler 

mit der zweiten Elektrode elektrisch gekoppelt ist. 

13. Biosensorchip nach einem der Anspruche 1 bis 12, mit einer Referenzschaltung, die den gleichen Aufbau auf- 
weist wie die Differentiator-Schaltung und mit der ein elektrisches Referenzsignal erzeugbar ist. 

50 14. Biosensorchip nach Anspruch 13, mit einer Auswerteeinheit zur Auswertung der von der von der Differentia- 

tor-Schaltung und von der Referenzschaltung erzeugten elektrischen Signale, wobei mit der Auswerteeinheit die 
Steigung des Veriaufs des wahrend des Reduktions-ZOxidations-Recycling-Vorgangs erzeugten elektrischen Stroms 
als Funktion der Zeit ermittelt werden kann. 

15. Biosensorchip nach einem der Anspruche 1 bis 14, 

55 - mit einer Vielzahl erster Elektroden, die einen Haltebereich zum Halten von Sondenmolekulen aufweisen, 

die makromolekulare Biopolymere binden konnen, 

- mit einer Vielzahl zweiter Elektroden, 

- wobei die ersten und zweiten Elektroden in einem Elektroden- Array angeordnet sind. 

16. Biosensorchip nach Anspruch 15, 

60 - mit einer Vielzahl dritter Elektroden, 

- wobei die zweiten Elektroden und die dritten Elektroden derart ausgestaltet sind, dass der Reduktions-/Oxi- 
dationsprozess im Rahmen des Reduktions-/OxidaUons-Recycling-\brgangs an den zweiten Elektroden und 
an den dritten Elektroden erfolgt. 

55 Hierzu 16 Seite(n) Zeichnungen 
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